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第二報　原形質分離下に於ける諸考察
山 　本
(農学部
　竜　　男
水産製造学敬室）
　緒‘言上述の表題は本報告の総てに適合しないかも知れない炉，･細胞膜と原形質を分離せしめる事
に依り，それ等の相間間係を更に追究し，酵母細胞質の構成研究に７階程を作る,と共!こ多くの原形質分
離条件を輿えて之の細胞にJ及ぼす影響を桧討し7このである。
　　又此処に於ては廣い範囲に於ける一般的なものを求め7このであり，各項目の詳細に就いては順次嶮討
　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｄ
゛しつつやる．酵母を矧幻=しての研究は殆作どなく最緑宰血球を用いた形質構造の研究に対しては甫，細
　　2）　3）　　4）　　･5）　　　　　　　●’見，万井，丹野, Bessis等の研究加あるｏ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験並●に考察。
　使用菌種は京大片桐研究堂より｡分箔せられ7二もので菌種番号は同一のものを使用しすこ。
　　　C.27,　χVillia anomala
　　　C.28.　Willia saturnus　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘　　　　　　　゛
　　　C.45,　Torula luteola　　　　　　　　　　　｡‘
　　　C.46,　Torula minuta　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘
　　　C.49,　Torula rufla
　　　C.53, (American yeast)
　　　C.88, Aging yeast (Willia anomala sp.)
　　　C.99,　Saccharomyces Peka Kumamoto.
　　　Dried yeast.　Dried yeast of Kirin Brew. Co.
　猶陰鏡試料作成条件は之等のものをHayduck氏寒天培地上に48～72時間（25～30°Ｃ）に培養し，
’菌体を各溶液に懸濁せしめて後各溶液の性質に庶じて操作し試料を調製し7こｏ特に酸，アルカリの場合
は鏡体に及ぼす悪影響を考慮して洗濃を十分に行っ7こ埓，映像には変化を認める事は無力ヽつす二加試料作
｡成条件として考慮する必要かあろう。。
　　　　　　　　　　　　　　　実験１．老朽細胞の細胞膜(Fig. 1 )
　之等の試料は移植後７夕月を経過し7こもので適温に一週間培養して後室温に放置し7こものである。
　酵母細胞膜はｰ一般に幼若細胞のものは薄く次第に老熟するに従って厚さを増すと考えられ，光学系に
｀於ては明かに認められる所であり，時に於ては1μ以上に達する場合がありとされているものであるｏ
･然し乍らFig. 1に示す映像より考察すれば何れを探っても細胞膜の厚化は認められない。即ち透過電
子線の量より推測して新鮮細咆と殆んど変化炉ない様である。従って老朽細胞に於ける細胞膜の厚化は
あり得ないと云う一つの推定を下す事力丿出来るｏ例え厚化し7ことしても極く僅かなものに過き’ないｏ叉
明瞭な原形質膜の存在も指摘出来ないo7こすご原形質の凝縮は何れの細胞に於ても認められる所であり，
･Ｃ.88に於て特に顕著である。そして此の事は植物細胞は細胞膜力M?互に連絡して相牽引する篤原形質
分離を起し易く，単細胞のそれは之無き故に困難であると云う橋谷氏の脆に反証するもので酵母の細胞
｡膜は原形質の凝縮に拘らす依然強力な弾性を示し原形を維持するものである。
　又之等図中electron thin part は所謂酵母粘質物と考えられ易いものであり，新鮮物に於ても認め
もれる加，之炉細胞膜でなぐ粘質物とすれば細胞膜と考えられるものは存在しないｏ故に第一報に指摘
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（７）
８
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した如く明かに之は細胞膜である。又原形質の凝縮の形態方向等は同一の菌種に於でも不規則である炉
“一般に他細胞との接鯛部に偏在し勝ちである事は指摘出来るｏ
　　　　　　　　　　　実験II ｡ 酵母細胞に及ぼす稀薄硫酸の影響(Fig. 2)
　酸の稀薄溶液中に於ける細胞の影響を観察中特にVio Ｎ. 硫放に於て各細胞は特異的現象を示し,絲焼
物を必ず残留させた。即ち試料作成には娠ヽＮ.硫酸溶液10 CC中に新鮮埓養酵母一内耳を取りて浮游せし
め充分振退分散させ，24時間放置後，上澄傾斜，遠心分離を繰返しけこ沈澱を蒸溜水に懸濁させて嶮鏡し
すこものであるｏ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；
　之等絲状物の本質に間しては全く不明であるが，細胞膜の破壊状態より･考察しで膜摺該物質中の特種。
なものとも考えられる加，細胞質特に核物質との間連性も推察出来る。又此の酸度は酵母の生育を許さ
ないものであるが，硫酸が酵母を死滅せしめる状況を観察出来るｏ即ち細胞膜は非常に多孔質となり，
その一部は破壊される。又一部のものは原形質分離を起し不規則となるｏ
　　　　　　　　　　　　実験Ⅲ。酵母細胞に及ぼす食塩の影容(Fig. 3 )
　　　　　　｀　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7）　　　　　　　　　　・塩類の酵母に及ぼす影響として種々の研究加あるが, Boasは中性塩の影響は細胞膜の膠質性を変え｡
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）　　　9）て透過性を変化せしめるとしている。又其の毒作用に対してはRichards. Marboe等の研究がある。
　此処では塩類の細胞に対する作用として食塩を用いて考察しすこ。即ちy,oM. lM. 2M.の食塩水に
新鮮酵母を浮游分散させ24時開放置後十分水洗し｀だもの，及び水洗しないものを槍鏡した。 Fig. 3に
示す様に非常に特異的なものとして細胞膜周過に微粒休を残留せしめる事で･あ｀るｏ之等微粒休の考察と
して水洗しない試料（ｙ．ａ,ｂ）に於ける様に食塩の結晶は必T夕正四面体の結晶を作る事は肉眼的にも
光琴:的にも電子的にも同様に観察出来る加他の図に於ける（水洗した場合）ものは結晶形でない，如何‘
なる物質に依る加は全く不明であるｏ
　然し乍ら食塩，非食塩の相違は別としても必ず細胞膜周過に吸着せられる現象は細胞の荷電状況，緋
胞の膠質化学的考察に対して一方向を示すものと考えられる。又図のli.VJに示すものはC.45 C.49を
lM.NaCIにて処理後約30日放置して自己消化を試み7こものの映像である，膜及び細胞質の破壊状況を･
将来の参考としまい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　実験川．酵母細胞に及ぼす苛性ソーダの影響(Fig. 4 )
　試料は前回と同様に各濃度のＮａＯＨ溶液loccに分散せしめ充分水洗又は水洗しないものを試料と
し7二〇酵母に対するNaOHの影響は酸よりも遥加に蓄しいものがある，細胞膜は勿論原形質も‰）Ｎ..
NaOHで強く侵される事は各映像に依り観察する事が出来る。然し乾燥酵母はぞの作用が奈鮮酵母よ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10）●Ｕ）りも緩かである様に思える。此の事はBuchner,片桐氏等の乾燥幣母に対するinduction period の
研究と対照して蒋来考究の必要加ある。何れにしても膜，細咆質共に非常に侵され易い事は之等の化学･
構成物特に蛋白質に対して一つの指示を網えるものであるｏ乾燥酵母の場合10がＮａＯＨ（室温）に於
ても猫一部原形を示すもの加あり，久一細胞に於ても非常に溶解し難い成分のある事に留意しなければ
ならない。
　　　　　実験Ｖ．塩酸及び苛性カリ，塩化力.ﾘ，塩化バリウムI等の影響(Fig. 5 )
Fig. 5 に示す様にＨＣＩはH2SO4に比鮫して作用は多少緩漫の様であるし，又特異的な絲状物を疫
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H2SO4の場合とやや類似の分解物加観察出来る。この事は又先述の絲状物の本質に対するーつの指針
を示す加も知れない。　　　　　　　　　　　　。　　　　　　　　　　　　　　　　’　･●
　又皿に示す様にＫＯ耳の溶解力はNaOHのそれと大差加ない様である加，’細胞質の一部を特に彊
く｡残留するのが一つの特徴であるかも知れない。又KCl. ･ BaCl2等の塩類に依る特異的現象は更に追
の究の必要がある０　　　　。　　　　　　　　･。
　部じ之等は明に中性塩類の一特徴として探用出来るｏそしてこの事は陰イオン。陽イヽオンの酵母に対
す･る刺戟性，殺菌性の問題，又金属イオンの膠質凝固力の問題，細胞荷電問題等の解決への柵方向を示
す･ものであ｡ろうｏ　　　－
　　　　　　　　　　　　　実験＼1 ｡｡ソルベントの影響其の他(Fig. 6 )　　　　　　　　　　゛
丿固体培地よりの新鮮酵母はbenzol, ether, alcohol等の有機溶済に対しては全く分散しない，疎水
的なものは勿論純alcoholの様なものに於ても非常に困難である。故に試料作成には分散しない借浸
潰し24時簡放置後，溶剤を傾斜及び蒸発せしめて後，面溜水中に分散させて観察しゼもの｀である。
　即ち特異的現象としては各細胞の形態的破壊は殆んど見られなかっ7こ所ヤある炉，塵状物質を試料面
に残す事炉多い，之は溶剤の脱水作用に依ってやはり細胞質炉大きく影響されているものであると考え
ざるを得ないｏ.　　　　　　　　　　丿　　　　　　　　　ご　‘●　　　‥　　　　　　∧
　　　　　　　　　　　　　実験Ⅷ。乾燥酵母に於ける可溶性窒素の変化　　し
　以上酸，｡塩基，塩類等の酵母細胞に及ぼす影響を観察しすこ炉，実際菌限蛋印こ輿える影響を可溶性窒
素の量を以て表わし比較桧討しすこ。　　　　　　　　JI　　　　　　　　　　・
　即ち試料は乾燥酵母を用いフ試料2.5gを各溶液25 CCに浸盾し，室温（平ぢ5°Ｃ）に24時開放置，
及び沸騰浴中に10分間処理後24時間室温放置の二種とし，この間時,々提抑して後遠心分離及び濾奏こ依
って濾液を分け，溶出する可溶性窒素の量をKjeldahl法に依り測定し7こ。
第一表は之等の菌休仝窒素量に対する割合及び蒸溜水可溶窒素との差を示したものであるｏｲ旦し乾燥
酵母菌池中に於ける仝窒素は9.699^であっ7こｏ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｉ
　　　Table. 1. The proportion of soluble nitrogen to total nitrogen of dried yeast.
Solvents
　dist. water
　O.IM. KCI
　O.IM. NaCl
　M. KCl
　M. NaCl･
　O.lN. NaOH
　O.IN. KOH
　N. NaOH
. N. KOH
　O.lN. HCI
　N. HCl
　O.IN. H2SO4
　0.2N. H2SO4
●
in ro.om temp･
　　　　15°Ｃ
　　　　　　　　　19.88%
　　　　　　　　　21.21
　　　　　　　　　16.20
　　　　　　　　　24.46
　・　　　　　22.53
　　　　　　　　　24.88
　　　　　　　　　24.02
　　　　　　　　　67.43
　　　　　　　　　67.20
　　　　　　　　　18.39
　　　　　　　　　23.42
　　　　　　　　　14.20
　　　　　　　　　21.01
　　Soluble tot
difference, to
　　distilled ｗ
-Ｎ
十】.33
- 3.68
+ 4.53
+ 2.65
＋5.00
+ 4.14
+ 47.55
+ 47.32
－　1.49
+ 3.54
― 5.68
4- 1.18
Yeast total-N
一一
in 100°Ｃ for
　　10 minuts
　　　　23.07
　　　　23.57
　　　　2/!.03
　　　　27.82
　　　　25.32
　　　　ヽ･29.63
29.33
　　-
　　-
23.10
33.15
20.75
　　-
difference to
　　distill, water
+0.50
十〇.96
+ 5.75
+ 2.25
+ 4.56
+ 6.26
　　－
-
二十〇.03
　+ 10.03
― 2.37
　・　四
10
0.3NV H2SO4
0.4N. H2SO4
り.5N. H2SO4
0.6N. H2SO4
N. H2SO4
2N. H2SO4
３ＮンH2SO4
4N. H2SO4
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　　22.45
　　23.04
11　23.96
　　24.27
　　25.^4
　・27.17
　　^7.43
　　28.45
+ 2.57
+ 3.16
+ 3.98
+ 4.99
+ 5.96
+ 7.99
+ 7.95
+ 8.57
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-
-
-
Ｆ 』 四
33.33
　　-
一
一
-
一
一
　　－
+ 10.26
　　－
一
一
　以上の様に熱時は冷時に比較して作用激しく可溶窒素の増加を来す。又濃度の増加に従って窒素量も
増加し7こが，特異的現象として, O.IN. H2SO4, O.IN. HCI. O.IM. NaClの冷時に於ては蒸溜水の
場合より少く, O.IN. H2SG4では熱時に於ても減少している。-塩基類に於ては蛋白の溶出炉蓄しい。
　又o.iN. H2SO4の場合，その絲状物の現出と併せて着眼すべき所のも･のである。
　　　　　　　　　　　　　　　　実殷Ⅷ。分散性の問題
　第一報に一部記載し7二様に種々の分散力の比較を行っ7こ炉第二。三表に示す如くであるｏ
　即ち菌種に依りても多少の相霊があるのは勿論各溶液の相違に依って大きな差がある，この事は叉細
胞膜乃至細胞質の化学構造にＬ-つの条件を呉えるものであるｏ
　　　’　　Table. 2. Dispersion degree of yeast (C.49) to several solutions. ’
　　　　　　　　　solutions七戸とて
O.lN. H2SO4 O.lN. NaOH O.lN. HCl O.lN. NaCl O.lN. KOH N. NaCl
iraraediatly after 　　十
di伍cult
＋
’ 十
升 　 　 ’
． 十 乎
by boiling
　今 easy
子’
' ･ 令
冊 ４升 吟
Table. 3. Difference of dispersion degree by kind of yeasts t0 0.１Ｎ HjS04.
yeasts　， degree
T.M. (＼amamomo yeast)
　　　　　　　C. 27
　　　　　　　c. ２８
　・　　　Sacc. Sake.
　　　　　　　C. 46
　　　　　　　C. 49
升
十
升
升
十
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　論
（ｉ）酵母に於て老朽細胞の細胞膜は厚化するとの事実は電子顕微鏡に佞づては観察出来ない，今
　　迄のこの詮を否定す●るｏ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●s･｡●
Cii)酵母を稀薄硫酸液に浅漬すれば特異の絲状物を出す事を見出し7こ，このものの本質に関して
　　は不明である炉，酵母核との闘連性が考えられる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
(iii)　中性塩類に依り特異な現象を呈する，且つ各塩類に依り之等は又異るのである。
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　　<iv)　塩基類に依って酵母は強く作用される，細咆膜も細胞質も同様に溶解されるが，細胞質には
　　　　特に抵抗力が強いものの存在が指抽出来るｏ
　　(Ｖ)０．１Ｎ H2SO4 が溶解する酵母窒素の量は純水に於けるより低位にあり。絲状物迪の関連性二
　　｡｡　に於いて興味があるｏ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，。
　本研究は京大片桐先生及び北原先生の御指導に依る事を併記して感謝の意を表す。又研究員藤田君の
j労を謝す。猶第一報は第６回電子顧微鏡学会;第二報は日本農§化学大会(昭27年４月)に於て講演しすこｏ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(研究室業績第一6号)
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　　　　　　　　　二SUMMflRY　　　犬
　　　　　　Electron Micrography of Ｙｅ耐
　　Part　ｎレstudies ’9n　the' S叫ｅ　ｏｆ　Plasmolysis　　＼
　　　　　　　　by Tatsuo YAMAMOTO
(Lab or aかリげタzzのμifactuパタ･Ig ｙ9ぶ恥・ies, Aぶriciiltut？ｙ7α乱Ity, Kochiび,μiverst°り･）
　(1) The thicked membrane of ０１ｄcells. about ７ months cultures. were not observed by
°electron micrographs・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　.
　　(2) It was found the special thread like substances ａｐｐ‘earedwhen the cells were treated
゛n dilute-sulphuric acid solution. but the essence of these substancesヽcould not be cleared
yet.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●，
　(3> The characteristic phenomena came out by effect of neutral' salt solutions treating.
These Ｃｈ･aracterisity were differentiated from tｈｅﾐkihd of ･salts .
　　(4) Alkaline solutions had affected on cells strongly. the cell membrane and cytoplasm
were melte‘d away similiarly. but the fact could be indicated that the existence of substance
"＼yhich have strong resistance for alkaline in cytoplasm.
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‥　　　　　　　　　　゛●　.　・(Received April 30; 1952)
? ? ?

　　　　　　　Fig ｡ 1 ’The cell membrane of ０１ｄｃｅ］Is.(χ4.000)
(Micrographs indicate the cells from cultures aften ７ months of growth.)
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Fig｡ 2　Effect ｏト‰，Ｎ . surphuric acid on yeast cells ｡（Ｘ･4.000)
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Fig. 3　Effect of sodium. chloride. （χ4.000)
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Fig. 4　Effect of caustic soda. （χ4.000)
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Fig. 5　Effects of hydroch］brie acid. caustic potash. potasium
　　　　chloride, barium chloride. (X4.000)
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Fig. 6　Effects of benzol. alcohol, etc
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